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RESUMO 
 
A Eugenia dysenterica é uma espécie vegetal nativa do Cerrado brasileiro, 
pertencente à família Myrtaceae. Estudos fitoquímicos demonstraram que essa 
espécie produz, dentre os metabólitos secundários, flavonoides e taninos, os quais 
podem ser encontrados em suas folhas e possuem atividades anti-inflamatórias. 
Contudo, até o presente momento, existem poucos estudos sobre o potencial anti-
inflamatório da referida espécie. Assim, o presente estudo investigou possíveis 
efeitos do extrato aquoso das folhas da Eugenia dysentericasobre a viabilidade 
celular e a capacidade de produção de mediadores inflamatóriosem células da 
linhagem macrophage-like RAW 264.7. As células foram tratadas com diferentes 
concentrações do extrato durante 24 horas. Em seguida, a viabilidade celular foi 
avaliada por meio do método de conversão do azul de tiazolil (MTT) e a produção 
de óxido nítrico (NO) foi quantificada nos sobrenadantes das culturas pelo método 
de Griess. Os níveis da citocina IL-12 foram mensurados por ELISA em 
sobrenadantes das culturas de células RAW 264.7 tratadas por seis horas com o 
extrato. Os dados obtidos mostraram que não houve redução da viabilidade celular 
em todas as concentrações utilizadas do extrato. Ao contrário, em células tratadas 
com as concentrações intermediárias (31,25 e 62,5μg/mL) foi observado aumento da 
viabilidade celular (P < 0,05). Portanto, o extrato aquoso das folhas da Eugenia 
dysenterica apresentou um efeito concentração - dependente estimulando a 
proliferação celular. Nas mesmas concentrações, foi detectada secreção da citocina 
IL-12. Este efeito pode estar relacionado à presença de substâncias mitogênicas no 
extrato. Macrófagos ativados expressam a sintase do óxido nítrico induzível (iNOS) 
e produzem NO, um importante mediador inflamatório; contudo, o extrato não foi 
capaz de estimular a produção de NO. Assim, apesar de não interferir com a 
produção de NO, os efeitos mitogênicos do extrato aquoso das folhas da Eugenia 
dysenterica sugerem um possível efeito imunomodulador, cuja natureza pró ou anti-
inflamatória merece ser investigada.  
 
Palavras-chave: Myrtaceae; Citotoxicidade; Macrófagos. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
      1.1 PLANTAS MEDICINAIS 
 
Desde a antiguidade, plantas e produtos delas derivados são usados no tratamento e 
na cura de enfermidades. De acordo com a OMS (Organização Mundial de Saúde), plantas 
medicinais são espécies vegetais, cultivadas ou não, utilizadas com propósitos terapêuticos 
(OMS, 2003). A planta fresca é aquela coletada no momento de uso, enquanto a planta seca 
é aquela precedida de secagem, equivalendo, portanto, à droga vegetal. Ainda hoje, plantas 
com propriedades terapêuticas são comercializadas em feiras, mercados populares e 
encontradas em quintais residenciais em todo o mundo. Mesmo com o avanço tecnológico 
da medicina moderna em grande parte do mundo, a OMS reconhece que grande parte da 
população dos países em desenvolvimento ainda depende da utilização de práticas 
medicinais tradicionais para promover o bem-estar da saúde pública em geral (POLÍTICA 
NACIONAL DE PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERÁPICOS, 2016). 
O estudo das plantas medicinais, a partir de seu emprego por uma dada população, 
constitui uma ferramenta útil para a descoberta de novos compostos bioativos com 
potencial aplicação como agentes terapêuticos em diferentes condições patológicas. As 
observações populares sobre o uso e a eficácia de plantas medicinais contribuem de forma 
relevante para a divulgação das propriedades terapêuticas de diferentes espécies de 
vegetais, de modo que a medicina popular oferece uma contribuição cada vez maior às 
ciências, especialmente na área da farmacologia (AMOROZO, 1996). Neste sentido, o uso 
de plantas medicinais e a medicina tradicional direcionam a criação de novas tecnologias e 
medicamentos para investigações científicas, já que esse conhecimento tradicional foi 
construído ao longo de anos por meio da interação humana com a natureza, de forma 
experimental no ambiente em que determinada flora se desenvolveu (REZENDE, 2005). 
 
1.2 EUGENIA DYSENTERICA e metabólitos secundários 
Popularmente conhecida como cagaita ou cagaiteira, a Eugenia dysenterica é uma 
espécie da família Myrtaceae, nativa do cerrado brasileiro. A cagaita pode chegar até 10 
metros de altura e o tronco possui casca grossa, tortuosa e fissurada. O fruto tem formato 
globoso, cor amarelo-clara, é bacáceo, ligeiramente ácido, epicarpo membranoso e pode ser 
consumido in natura ou processado em outros produtos, tais como licor, sorvete, sucos e 
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geleias (SILVA 2001). Com relação ao conteúdo de alguns nutrientes, o fruto contem 
vitamina C em maior quantidade (18,28 mg/100g) maior que a banana Cavendish madura e 
maçã argentina (6,4 e 5,9 mg/100g respectivamente); maior conteúdo de ácido linoléico que 
azeitona, dendê e coco e ácido linolênico também se encontra em concentrações maiores do 
que aquelas encontradas no milho, girassol, amendoim, soja. Além disso, a cagaita tem alto 
potencial de industrialização devido a sua alta acidez, baixo valor de lipídeos e carboidratos 
(DA SILVA 2017). 
De modo geral, as folhas, cascas e frutos da cagaita apresentam propriedades 
medicinais e são usados popularmente para tratar diabetes, icterícia e diarreia. Neste 
sentido, as ações farmacológicas da cagaita têm sido atribuídas à presença de vários 
metabólitos secundários (ZUNINGA, 2018). 
O conjunto das reações bioquímicas, vias catabólicas e anabólicas, que ocorrem nas 
células de todos os seres vivos é denominado de metabolismo. As plantas por meio do 
metabolismo primário produzem energia e renovam biomoléculas necessárias para a síntese 
compostos complexos, tais como, celulose, lignina, proteínas, lipídeos, açúcares e outras 
substâncias importantes para a realização das funções vitais (PEREIRA, CARDOSO, 
2012). Todavia, além do metabolismo primário, as plantas possuem o metabolismo 
secundário, o qual assegura a síntese de compostos quimicamente e funcionalmente 
diversos, os metabólitos secundários.  
Os metabólitos secundários, geralmente de estrutura complexa e baixo peso 
molecular, ocorrem em baixas concentrações, são variáveis entre as espécies vegetais e 
várias propriedades biológicas, tais como, ações farmacológicas e terapêuticas como 
antifúngicas, antivirais, antibióticas, ações tóxicas a outras espécies vegetais e animais 
como herbicidas e inseticidas, além de fornecerem essências para perfumes e matéria-prima 
para corantes (FUMAGALI, 2008; GARCÍA, CARRIL, 2009; PEREIRA, CARDOSO, 
2012).  
Dentre os metabólitos secundários, muitas espécies vegetais produzem polifenóis, 
como os flavonóides. Estes são os polifenóis mais abundantes e, em geral, possuem 
propriedades anti-inflamatórias, com variados mecanismos. Os mecanismos moleculares 
envolvidos nas atividades anti-inflamatórias dos flavonóides incluem, por exemplo, 
inibição de enzimas pró-inflamatórias, tais como as enzimas ciclooxigenase-2 (COX-2), 
lipoxigenase e óxido nítrico sintase induzível (iNOS). Além disto, flavonoides foram 
observados inibir a expressão de citocinas pró-inflamatórias, incluindo TNF-α, IL 1-β, IL-
6, IL-8 e MCP-1 (monocyte-chemoattractant protein-1), em diferentes tipos celulares, tais 
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como macrófagos RAW, células T Jurkat e células mononucleares do sangue periférico. A 
inibição dos fatores de transcrição NF-κB e AP-1e de MAPKs (proteínas quinases ativadas 
por mitógenos) têm sido apontados como possíveis mecanismos moleculares envolvidos na 
ação moduladora dos flavonóides sobre a atividade de citocinas. Assim, os flavonoides 
mostram atuar sobre diversos alvos na regulação de um processo inflamatório. Por isso, 
essa subclasse de polifenóis é provavelmente responsável pela atividade anti-inflamatória 
de alimentos vegetais (SERAFINI et al., 2010). 
Os taninos são polifenóis de alto peso molecular, e podem formar ligações de 
hidrogênio dentro e fora das células e são capazes de interagir com macromoléculas como 
proteínas e carboidratos. Podem ser classificados em dois grupos, hidrolisáveis e 
condensados. Os hidrolisáveis são ácidos fracos e se decompõem em substâncias irritantes 
e hepatotóxicas. Os taninos condensados, também conhecidos como proantocianidinas, são 
a classe mais abundante de polifenóis em plantas. Esses compostos são de natureza 
polimérica e de alta complexidade. Recentemente, estudos mostraram que as 
proantocianidinas e seus monômeros possuem potenciais efeitos imunomoduladores e anti-
inflamatórios, por meio da inibição de citocinas pró-inflamatórias, anticancerígenos, 
antioxidantes, cardioprotetores e propriedades antitrombóticas. Apesar de serem usados 
como suplementos nutricionais, há poucos indicadores sobre sua potencial toxicidade em 
longo prazo (PARK, 2013; SMERIGLIO, 2016). 
Análises fotoquímicas demonstraram a presença de vários metabólitos secundários 
em E. dysenterica. Sesquiterpenos foram identificados nas folhas, enquanto compostos 
polifenólicos, tais como catequinas, quercetina, epicatequinas e procianidina B-1, foram 
identificados em extrato aquoso, etanólico e metanólico das folhas (COSTA et al., 2000; 
DUARTE et al., 2010; VILELA et al., 2012; PRADO et al., 2014).  
Neste sentido, constam na literatura, vários estudos descrevendo ações biológicas da 
E. dysenterica, as quais foram atribuídas aos metabólitos secundários encontrados na 
referida espécie. Dentre essas, temos atividades anti-helmíntica (GASPAR, 2010), 
antidiarreica (LIMA, 2011), laxativa (LIMA., 2010), antiviral (CECÍLIO., 2012), 
genotóxica (VIEIRA, 2012), antioxidante (ALMEIDA, 2013; GENOVESE., 2008; 
SOUZA, 2012), gastroprotetora (Prado et al., 2014), antifúngica (COSTA., 2000; SOUZA, 
2002), emoluscocida (BEZERRA, 2002), além de atividade inibitória da α-amilase (Souza 
et al., 2012b), α-glicosidase (SOUZA, 2012). Catequinas e quercetina são flavonoides com 
potente ação antioxidante (DAS, 2014). Dados da literatura sugerem que a E. dysenterica é 
capaz de neutralizar citocinas pró-inflamatórias e exibir atividade anti-inflamatória in vitro 
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provavelmente devido às suas altas concentrações de sesquiterpenos, como β-cariofileno e 
α-humuleno. Essa atividade farmacológica é baseada na inibição das interleucinas (ILs): 
IL-2, IL-10, IL-1 β e TNF α, assim como da histamina (MAZUTTI et al., 2018).  
 
1.3 INFLAMAÇÃO E ÓXIDO NÍTRICO 
O processo que ocorre em resposta a algum dano tecidual, presença de patógeno ou 
agente estranho, seja biológico, físico ou químico é chamado de inflamação. E sua principal 
função é restaurar a homeostase tecidual eliminando ou isolando a fonte do desequilíbrio. 
Quando a reação inflamatória se torna desarmônica e seus mediadores são produzidos em 
excesso, isso pode causar doenças como artrite, aterosclerose e câncer. Logo, regular a 
superprodução desses mediadores é um importante tratamento de doenças relacionadas à 
inflamação (LEYVA 2016). 
A inflamação é dividida em aguda e crônica. A inflamação aguda corresponde ao 
processo inicial de resposta à lesão tecidual, caracterizada por aumento de permeabilidade 
vascular e migração de leucócitos. Mediadores da inflamação como óxido nítrico (NO), 
prostaglandina E2, e citocinas pró-inflamatórias estão diretamente ligados aos sintomas 
clássicos da inflamação aguda como dor, vermelhidão, calor, inchaço e perda de função 
(HWANG 2013).Quando a resposta ao dano tecidual ou agente estranho ocorre de maneira 
descontrolada e persistente, o resultado é o excesso de dano celular e tecidual que acarreta a 
inflamação crônica e destruição do tecido normal (LEE, YANG, 2013). A inflamação 
crônica pode induzir doenças cardiovasculares, auto-imunes, neurológicas, pulmonares, 
câncer, artrite, diabetes tipo 2(HWANG 2013). O extravasamento de células do sistema 
imune inato, especialmente macrófagos e neutrófilos, é característico da inflamação aguda, 
enquanto de linfócitos T e células plasmáticas é típico da inflamação crônica (FERRERO-
MILIANI, 2006). 
O NO é produzido pela NO sintase, a qual possui três isoformas: NO sintase neuronal 
(nNOS), endotelial (eNOS), e induzida (iNOS) (CASSINI-VIEIRA et al.; 2015). A síntese 
de NO requer o aminoácido L-arginina como substrato para a enzima iNOS. Endotoxinas 
bacterianas, como o LPS (lipopolissacarídeo) e citocinas podem estimular a síntese de NO 
em células inflamatórias. Estudos da literatura têm descrito a importância do NO em várias 
etapas de um processo inflamatório. A produção de NO via iNOS diminui a ativação e 
adesão leucocitária em células endoteliais microvasculares intestinais humanas e a 
expressão reduzida de iNOS contribui para a inflamação crônica relacionada à doença 
intestinal inflamatória (BINION, et al.; 2000). A ausência da enzima iNOS também foi 
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associada a acentuada resposta inflamatória em camundongos submetidos a implantação 
subcutânea de matriz sintética de poliuretano-poliéster (CASSINI-VIEIRA et al., 2015). 
A expressão de citocinas pró-inflamatórias é regulada pelo fator de nuclear kB (NF-
kB), que em condições normais se encontra ligado ao inibidor IkB. Sob a ação de um 
estímulo inflamatório, o inibidor é fosforilado e degradado por proteossomos. Em seguida, 
o NF-kB migra ao núcleo e regula a transcrição de genes que codificam a expressão de 
citocinas pró-inflamatórias. Portanto, qualquer agente que consiga interromper esse 
processo é candidato a um potencial medicamento contra a inflamação aguda ou crônica 
(HWANG 2013). 
A citocina IL-12 é predominantemente produzida por células dendríticas, monócitos e 
macrófagos após reconhecimento de estruturas patogênicas via receptores Toll-like e 
outros. IL-12 induz a produção de IFN-γ, a diferenciação de linfócitos T auxiliares em 
perfil Th1 (T helper1) e relaciona as imunidades inata e adaptativa (GUAN, ZHANG, 
2017). 
 
1.4 LINHAGEM CELULAR MACROPHAGE LIKE RAW 264.7 
A linhagem celular macrophage-likeRAW 264.7 é frequentemente usada para estudos 
para avaliar atividade biológica de extratos naturais (MERLY, 2017). Os macrófagos são as 
células responsáveis por grande parte das respostas inflamatórias, pois uma vez ativados 
expressam fatores diretamente ligados a oxidação e respostas inflamatórias. Desta maneira, 
essa linhagem celular constitui um modelo adequado para investigação in vitro de 
atividades inflamatórias / anti-inflamatórias.  
Um importante agente inflamatório é a endotoxinalipopolissacarídeo (LPS), estrutura 
encontrada na parede células de bactérias gram-negativas e apresenta-se como fator de 
virulência. Assim, o LPS induz a produção de várias citocinas pró-inflamatórias. A 
linhagem RAW 264.7, sob estímulo de LPS produz fatores relacionados à inflamação 
(GASPARRINI 2017). 
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2 JUSTIFICATIVA 
 
A espécie E. dysenterica, popularmente conhecida como cagaita produz, dentre os 
metabólitos secundários, flavonóides e taninos, à semelhança de muitas outras espécies 
vegetais. Estudos da literatura têm demonstrado que esses compostos apresentam atividades 
anti-inflamatórias. Assim, tornou-se relevante investigar possíveis ações farmacológicas 
anti-inflamatórias nessa importante espécie do Cerrado brasileiro, dados ainda pouco 
investigados. Neste sentido, este estudo poderá contribuir para fornecer subsídios para a 
utilização daE. dysentericana produção de novos medicamentos úteis no tratamento de 
doenças inflamatórias. Ademais, estudos visando à descoberta de novos agentes 
terapêuticos de origem vegetal, como a presente proposta de trabalho podem contribuir com 
a Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos, aprovada por meio do decreto nº 
5.813, de 22 de junho de 2006, a qual estabelece diretrizes para o desenvolvimento de ações 
voltadas à garantia do acesso seguro e uso racional de plantas medicinal e fitoterápico em 
nosso país, ao desenvolvimento de tecnologias e inovações, assim como ao uso sustentável 
da biodiversidade brasileira (POLÍTICA NACIONAL DE PLANTAS MEDICINAL E 
FITOTERÁPICO, 2006). 
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 OBJETIVOS GERAIS 
Avaliar a viabilidade celular e produção de mediadores anti-inflamatórios do extrato 
aquoso das folhas da espécie vegetal Eugenia dysenterica, utilizando modelo experimental 
in vitro de células macrophage-likeRAW 264.7. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
- Preparar o extrato aquoso das folhas da Eugenia dysenterica; 
- Analisar viabilidade celular de células da linhagem macrophage-like RAW 264.7 
tratadas com diferentes concentrações do extrato aquoso da Eugenia dysenterica; 
- Quantificar a citocina (IL-12) produzida por macrófagos da linhagem macrophage-
likeRAW 264.7 tratados com o extrato aquoso da Eugenia dysentericae estimuladas 
ou não com LPS; 
- Quantificar óxido nítrico (NO) em sobrenadantes de cultura de macrófagos da 
linhagem macrophage-like RAW 246.7 tratados com o extrato aquoso da E. 
dysenterica. 
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4 METODOLOGIA 
 
4.1 LOCAL DE EXECUÇÃO 
Os experimentos foram realizados nos laboratórios de pesquisa dos Departamentos 
de Farmacologia (Laboratório de Farmacologia de Produtos Naturais), 
Biofísica(Laboratório de Biologia Molecular e Celular) e Imunologia (Laboratório de 
Alergia e Imunologia Clínica), do Instituto de Ciências Biomédicas (ICBIM), da 
Universidade Federal de Uberlândia (UFU). 
 
4.2 MATERIAL VEGETAL 
 Neste estudo, investigamos possíveis propriedades biológicas do extrato aquoso das 
folhas daE. dysenterica. Para a realização de pesquisas utilizando o derivado vegetal da 
referida espécie, previamente, uma amostra da E. Dysenterica(Figura 1) foi coletada em 
campo de vegetação espontânea e, em seguida, identificada por biólogo qualificado. 
Posteriormente, uma exsicata (amostra prensada e dessecada) foi depositada no herbário da 
Universidade Federal de Uberlândia (No de Registro: HUFU-45956).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Eugenia dysenterica/ Cagaiteira(fonte: Canabrava, H. A. N., 2017). Origem: 
Fazenda Pasto Velho, Lassance, MG. Latitude mínima: 0º 0' 0" S; Longitude mínima: 0º 0' 
0" W. Árvore com, aproximadamente, 2,5 m de altura e com frutos imaturos no momento 
da coleta da exsicata. 
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4.3 OBTENÇÃO DO EXTRATO AQUOSO 
Para obtenção do extrato aquoso, as folhas foram isoladas dos galhos e lavadas em 
água corrente e, em seguida, em água destilada. Após a lavagem, as folhas foram colocadas 
em estufa a 45 ºC por dois dias para secagem completa. Em seguida, foram trituradas em 
liquidificadore, para realizar a extração, colocadas em provetas contendo água destilada na 
concentração de 20% (m/v) por 48 horas à temperatura ambiente. Posteriormente, o extrato 
foi filtrado duas vezes, primeiro em funil com algodão e, em seguida, em funil contendo 
papel de filtro. O extrato obtido foi colocado em tubos falcon de 50 mL e mantido à 
temperatura -20º C. Após o congelamento, os extratos foram liofilizados (processo de 
desidratação) a -40 ºC até a total remoção do conteúdo de água e o material adquirido foi 
pesado e acondicionado em freezer a – 20 ºC até a utilização. 
 
4. 4 CULTURA DE CÉLULAS macrophage-like RAW 264.7 
Foram utilizadas células, macrófagos murinos da linhagem macrophage-like RAW 
246.7, habitualmente armazenadas em tanque nitrogênio líquido. No momento do uso, as 
células foram descongeladas à temperatura ambiente e adicionadas a tubo falcon com 10 
mL de meio RPMI incompleto (sem SFB, soro fetal bovino). Em seguida, as células foram 
centrifugadas por 5 minutos, 1000g, 4°C. O sedimento foi ressuspendido em 5mL de meio 
RPMI contendo SFB a 10% (meio completo, RPMI-SFB). As células foram, então, 
cultivadas em frascos de 25 cm² em meio RPMI 1640 suplementado com 25 mM de 
HEPES, 2mM de L-glutamina, 3 mM de bicarbonato de sódio, antibióticos (penicilina G a 
100 U/mL e estreptomicina a 100 µg) (Sigma ChemicalCo., St Louis, MO, EUA) e 10% de 
soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil) inativado a 56°C por 30 minutos, e 
incubadas em atmosfera úmida de 5% de CO2 a 37°C. A manutenção foi feita por passagens 
seriadas, utilizando-se cell scraper, a cada dois dias com troca do meio RPMI-SFB. 
 
4.5 AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR PELO MÉTODO DE 
CONVERSÃO DO AZUL DE TIAZOLIL (MTT) 
A viabilidade dos macrófagos murinos da linhagem macrophage-like RAW 246.7 
foi analisada por ensaio de MTT (tetrazólio de metiltiazol) (MOSMANN, 1983). As células 
foram retiradas dos frascos de cultura, usando-se o cell scraper, e centrifugadas a 500g/ 5 
minutos/4 °C. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 10 mL de meio RPMI 
completo. O número de células viáveis por mL foi determinado por contagem em câmara 
de Neubauer usando-se o corante vital Azul de Tripam. Os macrófagos 
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(2x104células/100µL/poço) foram cultivados em placas de 96 poços durante 24 horas em 
atmosfera úmida de 5% de CO2 a 37°C. Após a remoção do meio de cultura, as células 
foram tratadas com o extrato aquoso da E. dysenterica, nas concentrações: 500, 250, 125, 
62.5, 31.25, 15.625, 7.812, 3.9, 1.953 µg/mL e mantidas overnight a mantidas a 37 oC e 5% 
de CO2 . Células não tratadas com o extrato constituíram o grupo controle de viabilidade 
igual a 100%. Em seguida, o meio foi removido e as células foram pulsadas com 
100µL/poço de MTT (Sigma ChemicalCo.) a 0,5 mg/mL e mantidas a 37 oC e 5% de CO2 
por 4 horas. Partículas insolúveis de coloração roxa (cristais de formazan) produzidas por 
células viáveis que metabolizaram o reagente MTT foram solubilizadas com 100 µL/poço 
de DMSO. Após 30 minutos de solubilização, os resultados foram determinados pela 
leitura de D.O. (densidade óptica) em comprimento de onda igual a 570 nm (λ = 570 nm), 
em um leitor de placas (TitertekMultiskan Plus, FlowLaboratories, Mc Lean, EUA). 
 
4.6 DOSAGEM DE ÓXIDO NÍTRICO (NO) EM SOBRENADANTES DE 
CULTURA DE MACROFÁGOS DA LINHAGEM macrophage-like RAW 246.7 
A dosagem de NO foi determinada em sobrenadante de cultura de células 
macrophage-like RAW 246.7 pelo método de Griess (GREEN et al.;1982). As células em 
meio RPMI-SFB foram adicionadas a placas de cultura de 96 poços (1x106 
células/poço/200 µL) e incubadas a 37°C e 5% de CO2 por 24 horas. Em seguida, o meio de 
cultura foi removido e as células foram tratadas com o extrato aquoso da E. 
dysenterica(500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.625, 7.812, 3.9, 1.953 µg/mL).Células não 
tratadas com o extrato ou estimuladas com LPS de Escherichia 
coli(Lipopolysaccharidesfrom Escherichia coli O55:B5, Sigma)dissolvido em solução 
salina (NaCl 0,9% estéril) 1µg/mL e zimosan (concentração de zimosan: 5 x no de 
células/poço) constituíram os grupos controles negativo (produção basal) e positivo de 
produção de NO, respectivamente. Após os tratamentos, as células foram novamente 
mantidas durante 24 horas a 37°C e 5% de CO2. Posteriormente, 100 µL do sobrenadante de 
cada poço foram coletados, adicionados a microplacas de 96 poços e acrescentados de 100 
µL da solução de Griess.  Os resultados foram determinados pela leitura de D.O. (densidade 
óptica) a 570 nm, em um leitor de placas (TitertekMultiskan Plus, FlowLaboratories, 
McLean, EUA) e o óxido nítrico produzido foi quantificado por comparação a uma curva 
padrão construída com concentrações de nitrito crescentes de 1,6 a 200 μM.  
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4.7 DETERMINAÇÃO DE CITOCINA 
 A citocina IL-12 produzida por macrófagos da linhagem macrophage-like RAW 
264.7 foi quantificada em sobrenadantes das culturas. As células foram adicionadas a 
placas de cultura 96 poços (1x106 células/poço/200µL) e incubadas a 37 °C e 5% de CO2 
overnight. Em seguida, as células foram tratadas com as concentrações 31,25 e 62,5 µg/mL 
do extrato aquoso da E. dysenterica e mantidas por seis horas a 37 °C e 5% de CO2. 
Posteriormente, os sobrenadantes foram coletados de poços independentes, em 
quadruplicata, e armazenados a – 70 oC para posterior determinação da citocina IL-12. 
A dosagem da citocina IL-12 foi realizada pela técnica de ELISA (Enzyme-
LinkedImmunosorbentAssay) tipo sandwich, seguindo-se o protocolo recomendado pelo 
fabricante (BD OptEIAtmMouse IL-12(p40) ELISA set). 
 
4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA  
O programa GraphPadPrism versão 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA) 
foi usado para os cálculos estatísticos necessários. Os dados foram expressos como a média 
± S.E.M (erro padrão da média).  Foram utilizados os testes t de Student ou ANOVA, 
seguido do teste de comparação múltipla de Dunnett, quando apropriado. Todos os 
resultados foram considerados significativos para um nível de p < 0,05. 
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5 RESULTADOS 
5.1 Avaliação do efeito do extrato aquoso da E. dysenterica sobre a viabilidade de 
células RAW 264.7 
 A viabilidade celular foi avaliada usando o método de conversão de MTT (Figura 
2). O extrato aquoso de E. dysenterica não apresentou efeitos citotóxicos sobre as células 
RAW 264.7. Ao contrário, os resultados obtidos sugerem efeito proliferativo dose - 
dependente como demonstrado pela maior viabilidade nas células tratadas com as 
concentrações 31,25 e 62,5 μg/ml do extrato.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Viabilidade celular de células RAW 264.7 tratadas com o extrato aquoso 
da Eugenia dysenterica. Células macrophage-likeRAW 264.7 (2x104 células/200 
μL/poço) foram cultivadas em placas de 96 poços a 37 ºC e 5% de CO2 durante 24 horas e 
tratadas com diferentes concentrações do extrato aquoso da Eugenia dysenterica por 24 
horas. Células não tratadas com o extrato (concentração = 0 μg/mL) constituíram o grupo 
controle negativo. A viabilidade celular foi analisada usando o método de conversão de 
MTT (tetrazólio de metiltiazol). Os dados estão expressos como média ± S.E.M. de quatro 
experimentos independentes, realizados em quadruplicata. As comparações entre as 
médias de diferentes concentrações do extrato e controle foram analisadas utilizando-se 
ANOVA, seguido do teste de Dunnett para comparações múltiplas (*p < 0,05; ** < 0,01). 
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5.2 Produção de óxido nítrico (NO) em células RAW 264.7 tratadas com o extrato 
aquoso da E. dysenterica 
A produção de NO foi quantificada em sobrenadantes de culturas de células RAW 
264.7 por meio do método de Griess. Os dados obtidos (valores de densidade óptica em 
cada condição experimental) foram analisados em relação a uma curva padrão de NO 
construída com concentrações de nitrito crescentes de 1,6 a 200 μM. A curva padrão e a 
respectiva equação da reta estão apresentadas na Figura 3. 
Os resultados obtidos estão representados na Figura 4.A associação LPS –
zimosan estimulou a produção de NO em células RAW 264.7, a qual foi 
significativamente maior, comparada às células tratadas com o extrato aquoso da E. 
dysenterica, em todas as concentrações utilizadas. Não houve diferença estatisticamente 
significativa na produção de NO entre as células tratadas com as diferentes concentrações 
do extrato (p>0,05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Curva padrão para determinação da concentração de NO em sobrenadantes de 
cultura de células RAW 264.7. 
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Figura 4. Produção de óxido nítrico (NO) em células RAW 264.7 tratadas com 
extrato aquoso da Eugenia dysenterica. Células macrophage-like RAW 264.7 (1x106 
células/200 μL/poço) foram cultivadas em placas de 96 poços a 37 ºC e 5% de CO2 
durante 24 horas e tratadas com diferentes concentrações do extrato aquoso da Eugenia 
dysenterica por 24 horas. Células não tratadas com o extrato (concentração = 0 μg/mL) ou 
estimuladas com LPS 1µg/mL e zimosan (ZY: 5 x no de células/poço) constituíram os 
grupos controles negativo (produção basal) e positivo de produção de NO, 
respectivamente. Os valores basais de produção de NO foram subtraídos dos valores 
obtidos para as células tratadas com LPS-ZY ou extrato. A produção de óxido nítrico 
(NO) foi determinada pelo método de Griess nos sobrenadantes das culturas, em cada 
condição de tratamento. Os dados estão expressos como média ± S.E.M. de valores da 
concentração de NO (μM) determinados a partir de quatro experimentos independentes, 
realizados em quadruplicata. A comparação entre o grupo controle positivo e os grupos 
tratados foi analisada utilizando-se ANOVA, seguido do teste de Dunnett para 
comparações múltiplas (***p < 0,0001). 
LP
S +
 ZY 1,9
53 3,9
7,8
12
5
15
,62
5
31
,25 62
,5 12
5
25
0
50
0
0
20
40
60
80
100
***
Eugenia dysenterica  (g/mL)
Ó
xi
do
 N
ítr
ic
o 
(N
O
) (
 M
)
22 
 
5.3 Efeito do extrato aquoso de E. dysenterica sobre a produção de citocina IL-12 por 
células RAW 264.7  
  A produção da citocina IL-12 foi avaliada em sobrenadantes das culturas de células 
RAW 264.7 tratadas com o extrato aquoso de E. dysenterica após 6 horas de cultura 
(Figura 5). Os níveis de IL-12 foram significativamente aumentados em sobrenadantes das 
células tratadas com o extrato aquoso nas concentrações 31,25 e 62,5 μg/mL (p < 0,001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Produção da citocina IL-12 por células RAW 264.7 tratadas com extrato 
aquoso de Eugenia dysenterica. Células macrophage-like RAW 264.7 (1x106 
células/200 μL/poço) foram cultivadas em placas de 96 poços a 37 ºC e 5% de CO2 
durante 24 horas e tratadas com diferentes concentrações do extrato aquoso da Eugenia 
dysenterica(31,25 e 62,5 μg/mL) por 6 horas. Os sobrenadantes livres de células foram 
coletados para quantificação da citocina por ELISA. Células não tratadas com o extrato 
(concentração = 0 μg/mL) constituíram o grupo controle negativo (produção basal de IL-
12). Os dados estão expressos como média ± S.E.M. Significância estatística foi analisada 
por &comparações entre os grupos tratados e o controle negativo e #comparação entre as 
células RAW 264.7 tratadas com concentrações diferentes do extrato (31,25 versus 62,5 
pg/mL) (teste t de Student, ***p < 0,001).  
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6 DISCUSSÃO  
E. dysenterica, espécie da família Myrtaceae, tem sido utilizada em vários estudos 
que investigam potenciais atividades biológicas e farmacológicas em espécies vegetais 
nativas do Brasil. Compostos bioativos, tais como taninos, flavonóides, terpenos e 
saponinas têm sido identificados em partes distintas da planta, como nos frutos e nas folhas 
da E. dysenterica (COUTO, 2011; PRADO, 2014; MOREIRA, 2016; ÁVILA, 2016) e a 
eles têm sido atribuídas várias atividades biológicas, dentre elas, atividades antioxidantes e 
anti-inflamatórias (INFANTE, 2016). Na maioria dos estudos, utilizam-se extratos ou 
frações alcoólicas ou substâncias isoladas a partir de tais extratos. Nesse sentido, até o 
presente momento, ainda não existem dados na literatura sobre possíveis ações anti-
inflamatórias do extrato aquoso da E. dysenterica. Portanto, o objetivo deste estudo foi 
utilizado extrato aquoso para avaliar a citotoxicidade, bem como efeitos antioxidantes e 
anti-inflamatórios sobre células RAW 264.7 (macrophagecellline). Para isto, foi utilizado o 
método de conversão de MTT, ensaio para dosagem de óxido nítrico e o método de ELISA 
para quantificar a citocina IL-12, os dois últimos determinados em sobrenadantes de 
culturas. 
Os dados obtidos no ensaio para avaliar o efeito do extrato aquoso sobre a 
viabilidade de células RAW 264.7 mostraram que não houve efeito citotóxico em todas as 
concentrações do extrato utilizadas. Ao contrário, observou-se indução da proliferação 
celular nas concentrações intermediárias (31,25 e 62,5 μg/ml). Estes dados corroboram com 
aqueles descritos na literatura utilizando-se modelos experimentais diferentes. O tratamento 
de células HFF-1 (humanforeskinfibroblasts) com extrato hidroalcoólico de E. 
dysenterica(EDE), após exposição à radiação UVA, promoveu a regeneração celular e a 
manutenção da viabilidade em > 99%. Além disso, o EDE promoveu efeitos dose-
dependentes sobre queratinócitosHaCat, com redução da viabilidade celular em 
concentrações elevadas (200 e 400 µg/mL) após 24 horas de tratamento, enquanto houve 
aumento da proliferação dos HaCat expostos às concentrações 6,25 a 100 µg/mL 
(MOREIRA, 2017). Os mesmos autores observaram que o EDE inibiu a atividade das 
enzimas colagenase, elastase e tirosinase. A viabilidade celular de fibroblastos gengivais 
humanos foi avaliada após tratamento com uma fração do extrato aquoso de E. dysenterica 
solúvel em acetona (AFED;acetonefractionofcrudeaqueousextract) associada ou não com 
digliconato de clorexidina (CHX). Neste estudo, os resultados demonstraram que o extrato 
(0,25 µg/mL e 0,5 µg/mL) não apresentou efeito citotóxico, enquanto, CHX (0,12 e 0,2%) 
diminuiu a viabilidade das células HFF-1; além disto, houve aumento na viabilidade celular 
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quando as diferentes concentrações de CHX foram combinadas com o AFED (COSTA, 
2019). Diante do exposto, tem sido sugerido que compostos antioxidantes, como 
substâncias fenólicas, os quais já foram detectados em extratos da E. dysenterica, exercem 
efeitos modulatórios sobre funções celulares relacionadas ao crescimento, proliferação e 
apoptose (CROZIER, 2009). Entre esses compostos, o flavonoide catequina tem sido 
referido como um biomarcador dos extratos de E. dysenterica, uma vez que é um 
metabólito secundário encontrado em concentrações significativas na referida espécie 
(ZORZIN, 2015; CHAGAS, 2016). Taninos, flavonóides, terpenos e saponinas, os quais 
detêm propriedades antioxidantes, também foram encontrados em extratos etanólicos de E. 
dysenterica(CECÍLIO, 2012). De modo geral, essas ações antioxidantes são importantes 
para evitar danos celulares oxidativos e, portanto, conferir citoproteção (SIENIAWSKA, 
2015; COSTA, 2019). Tem sido demonstrado que o extrato aquoso das folhas da E. 
dysenterica apresenta atividade antiulcerogênica em modelo de lesões gástricas induzidas 
pela administração de solução hidroalcoólica acidificada e que este efeito citoprotetor deve-
se à presença de uma série de taninos condensados (PRADO., 2014). Efeitos citoprotetores 
também foram observados em macrófagos alveolares pulmonares murinos expostos ao 
crômio, bem como maior sobrevivência dos animais expostos a doses letais desse elemento 
químico (ÁVILA, 2016). Vale ressaltar que a inibição das enzimas colagenase, elastase e 
tirosinase pelo extrato da E. dysenterica também poderia explicar a proliferação celular 
observada em nosso estudo. Colágeno e elastina são proteínas da matriz extracelular e a 
degradação das mesmas está associada a processos patológicos importantes como metástase 
tumoral (YOON, 2003), inflamação, enfisema pulmonar, artrite reumatoide, trombose, 
acidente vascular encefálico (WIEDOW, 1990; DELL’AICA, 2007;SARTOR, 2002). Em 
conjunto, sugerimos que os efeitos antioxidantes e inibidores das enzimas supracitadas, 
mediados pelo extrato aquoso da E. dysenterica podem caracterizar um efeito mitogênico 
sobre as células RAW 264.7. 
 Considerando os dados de aumento da proliferação celular obtidos com as 
concentrações 31,25 e 62,5 μg/ml do extrato aquoso da E. dysenterica, os níveis da citocina 
IL-12 foram mensurados em sobrenadantes das culturas de células RAW 264.7 nas 
referidas concentrações, as quais promoveram significante produção de IL-12, em 
comparação ao grupo controle e de modo dose-dependente. Em processos inflamatórios, 
macrófagos expressam TNF-α, IL-6, IL-12, and IL-1 (DALEY, 2010; BRANCATO, 
ALBINA, 2011). Este perfil de citocinas pró-inflamatórias exerce efeitos quimiotáticos 
para neutrófilos e impulsiona a resposta inflamatória para remoção dos debris celulares. 
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Macrófagos também secretam citocinas anti-inflamatórias para iniciar a fase proliferativa 
do reparo tecidual em processos inflamatórios (SINDRILARU, SCHARFFETTER-
KOCHANEK, 2013; NOVAK, KOH, 2013a, 2013b).  
 Em nosso estudo, não houve indução da produção de NO em células RAW 264.7 
tratadas com o extrato. Isto sugere que o extrato não exibiu atividade pró-inflamatória sobre 
essa linhagem celular. 
Assim, apesar de o extrato aquoso da E. dysenterica não interferir com a produção 
de NO, os efeitos mitogênicos do extrato aquoso das folhas da Eugenia dysenterica, bem 
como o estímulo à secreção de IL-12sugerem um possível efeito imunomodulador, cuja 
natureza pró ou anti-inflamatória merece ser investigada.  
 
7 CONCLUSÃO 
        Esse trabalho mostrou que a proliferação celular da linhagem macrophage-like 
RAW 264.7 é aumentada quando tratada com o extrato aquoso das folhas de Eugenia 
dysenterica nas concentrações de 31,25 e 62,5 μg/ml, através do método MTT. E que, 
nessas mesmas concentrações, também há estímulo da produção de IL-12, quantificado por 
ELISA. A produção de NO não foi observada em nenhuma das concentrações testadas pelo 
método de Griess. Assim, não foi possível determinar se o extrato aquoso possui efeito pró 
ou anti-inflamatório, mas abre novos caminhos para uma investigação sobre um provável 
efeito imunomodulador e fortalece os dados já existentes na literatura atual. 
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